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(57) Abstract 

The present invention relates to the biochemistry field, and in particular to the 
production of new spirostannic analogs of brasinoesteroids with oxygenated functions 
at different positions of the ring A from steroidal sapogenines, through dihydroxylation 
reactions of a A 2 -steroid, as main reaction. The invention relates to the production of 
spirobrasino-steroids 6-oxo with oxygenated functions in positions 2 and 3 or 3 and 5, and 
having the general formula (2). These synthetized compounds have a regulating activity 
in plant growth, when applied in very low concentrations, with promising prospect in 
agriculture. 

(57) Resume* 

La presente invention se relaciona con la rama qufmico bioWgica, y en particular 
con la obtencidn de nuevos analogos espirostlnicos de brasinoesteroides con funciones 
oxigenadas en diferentes posiciones del anillo A a partir de sapogeninas esteroidales, 
median te la realization de reacciones de dihidroxilacidn a un A 2 - esteroide, como reaction 
principal. Se describe la obtencidn de espirobrasino-esteroides 6-oxo con funciones 
oxigenadas en las posiciones 2 y 3 6 3 y 5, con la formula general (2). Estos 
compue stos sintetizados presentan actividad reguladora del crecimiento vegetal en muy 
'bajas concentraciones, con amplias perspectivas para su uso en la Agriculture. 
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POLIHIDROXIESPIROSTANONAS COMO REGULADORAS DEL 

CRECIMIENTO VEGETAL 

5 La presente invencion se relaciona con la rama quimico-biologica y en 
particular con un procedimiento para la obtencion de nuevos analogos 
espirostanicos de brasinoesteroides a partir de sapogeninas esteroidales, mediante 
sintesis parcial, los cuales presentan actividad reguladora del crecimiento vegetal. 

10 Los brasinoesteroides son compuestos esteroidales, con actividad reguladora de 
crecimiento vegetal que se encuentran en las plantas en muy pequenas cantidades, 
por ello su obtencion por metodos extractivos a partir de estas resulta 
economicamente prohibitivo. Algunos de los compuestos naturales han si do 
obtenidos sinteticamente pero con rendimientos muy bajos, por ello la tendencia 

15 actual es sintetizar analogos de estos compuestos . 

La mayoria de ellos poseen (entre otras caracteristjcas estructurales tipicas), un 
sistema 2a, 3a - diol en el anillo A y una union trans de los anillos A y B, del sistema 
esteroidal, atribuyendole muchos cientfficos a esta peculiaridad una importancia 
20 primordial en la actividad biologica que ellos pueden desempenar. 

Por ello, algunos de los analogos de brasinoesteroides sintetizados presentan los 
sustituyentes en las posiciones 2 y 3 del anillo A con estereoquimica a, los cuales 
muestran actividad como reguladores del crecimiento vegetal, (Kohout, L., Strnad, 
25 M., Collect. Czech. Chem. Commun 57, 1731, 1992; Cerny,V.,et al Collect. Czech. 
Chem. Commun. 51, 687,1986.) 

Sin embargo, en los ultimos anos, se han aislado algunos brasinoesteroides 
naturales, biologicamente activos, que presentan un sistema 2,3-diol, pero con 
30 estereoquimica diferente (Ki Kim, S. "ACS. Symposium Series 474", Am. Chem. 
Soc, USA, 26, 1991), como por ejemplo: la 2-epicastasterona (2p,3a-diol), la 3- 
epicastasterona (2a,3p-diol) y la 2,3-diepicastasterona (2p,3p-diol). Por otra parte 
se han preparado analogos de brasinoesteroides con estereoquimica 2p,3p que son 
mas activos que los analogos con estereoquimica 2a, 3a, asi como analogos con el 
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H-5(J que son mas activos que los que poseen el H-5a (Kohout et al 'ACS. 
Symposium Series 474", Am. Chem. Soc., USA., Cap.6, 1991). 

Por otra parte, resulta interesante estudiar como influyen las variaciones en las 
5 posiciones de estos grupos hidroxilicos en el anillo A sobre la actividad biologica 

que estos compuestos ejercen. 9 

En la decada del 80 fue publicado (Schwantz, R. et al, Revue Roumanie de 
Chimie, 29, 9-10, 755-759, 1984) la sintesis del (25R)-3p-acetoxi-5a-hidroxi- 

io espirostan-6-ona como cbmpuesto intermediario para la sintesis del 3p-acetoxi-B- 
nor-5-androsten-17-ona y 3p-acetoxi-B-nor-5-pregnen-20-ona, reportandose para su 
obtencion la utilizacion de reacciones de acetilaci6n con anhidrido acetico y piridina, 
para obtener la diosgenina acetilada. Luego se realiza una epoxidacion del doble £ 
enlace con acetato de sodio, cloroformo y acido perac6tico al 14.5%, obteniendose 

15 el epoxide correspondiente y posteriormente se oxida utilizando acetona y anhidrido 
crpmico disuelto en agua. 

La presente invencion tuvo como objetivo inicial obtener a la (25R)-3p,5a- 
dihidroxi-espirostan-6-ona, por lo que para ello se repitio la utilizacion del metodo 
20 anteriormente descrito hasta obtener el (25R)-33-acetoxi-5a-hidroxi-espirostan-6- 
ona que constituiria el precursor del compuesto diol objeto de sintesis, notandose 
que en la oxidacion del epoxide en las condiciones descritas, la reaccibn transcurre 
con dificultad y bajos rendimientos para producir el cetol correspondiente. 

: • 

25 Ademas dicho proceso requiere de la acetilacion de diosgenina con anhidrido 
acetico y piridina a temperatura ambiente durante 24 horas, lo cual ademas del 
tiempo empleado conlleva a la utilizacion de la piridina reactivo que es toxico. 

Teniendo en cuenta lo anteriormente planteado se decidio buscar un 
30 procedimiento para la sintesis de espirostanonas con funciones oxigenadas en 
distintas posiciones del anillo A con diferente estereoquimica de estos grupos 
sustituyentes, que tienen actividad como regulador de crecimiento vegetal, 
empleandose en su preparacion procedimlentos de sintesis asequibles y con 
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buenos rendimientos. Aqui se describe la obtencion de nuevos 
espirobrasinoesteroides con la siguiente formula general: 
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Los compuestos con estas formulas generates presentan actividad reguladora del 
crecimiento vegetal. 

Al compuesto (25R)-5a-2-espirosten-6-ona (1) se le realizo una cis-hidroxilacion 
5 psegun el metodo reportado por Woodward (J.A.C.S., 80, 209. 1958), utilizando 
entre (10-15 ) partes en volumen de acido acetico seguido de acetato de plata, 
yodo y solucion acuosa de acido acetico en proporciones molares de (2-2,5), (1- 
1,2), y (0,14-0,16) obteniendose los productos 2a, 2b y 2c. 

10 Tambien la reaccion se puede llevar a cabo cambiando el acetato de plata por 
una cantidad equivalente de acetato de cobre (Mangoni, L. et al . Tetrahedron 
Letters, 1973; Horiuchi, Aakira C. J. Yasno Chemistry Letters, 1988). 

La saponificacion de 2a, 2b y 2c, con carbonato de potasio o hidroxido de 
15 potasio (en proporcion molar de 1,8-2,2) en un solvente adecuado producen 2d y 
2e. Al compuesto 2e se le realiza una reaccidn de acetilacion y se forma 2f. 

Al compuesto (25R)-5a-2-espirosten-6-ona (1) se le realiza una reaccion de 
epoxidacion segun el metodo reportado por (Schwartz,N.M. et al, J.O.C., 29, 1979, 
20 1964), utilizando entre (8-12) partes en volumen del solvente adecuado y el agente 
epoxidante en proporcidn molar de (2-2.5), al epoxide sintetizado se abre 
empleando entre (18-22) partes en volumen de acido acetico, obteniendose los 
compuesto 2g y 2h. 

25 La saponificacion de una mezcla de los compuestos 2g y 2h con carbonato de 
potasio o hidroxido de potasio en proporcion molar de (1.8-1.2) en solvente 
adecuado, produce los compuestos 2i y 2j El compuesto 2k se obtiene mediante 
una acetilacion del compuesto 2j. 

.10 El compuesto 21 es obtenido por una oxidacion directa del doble enlace del 
diacetato de yucagenina, utilizando (6-7) partes en volumen de tetrahidrofurano y 
solucion de borano en1,4-oxatiano en proporcion molar de (2-2.5), seguido de 
disoiucion de NaOH 2 N, utilizando (1.5-2.5) partes en volumen y (6.5-7) partes en 
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volumen de H 2 0 2 y seguidamente se le realiza una oxidacion con (3-5) partes en 
votumen del reactivo de Jones . 

El compuesto 21 se saponifica de manera similar a los compuestos 2g y 2h, 
5 obteniendose el compuesto 2m. 

Al compuesto (25R)-5a-2-espirosten-6-ona (1) se le realiza una cis hidroxiiacion 
a siguiendo el metodo reportado por Ishiguro et al. (Chem. Commun., 20, 962, 1980) 
utilizando tetrahidrofurano y agua entre (10-30) y (1-5) partes en volumen 
10 respectivamente seguido de tetroxido de osmio y N-6xido de N-metilmorfolina en 
proporciones molares de (0.056-0.168) y (2.8-7) obteniendose el producto 2n. El 
compuesto 2n se esterifica de forma similar a la realizada con el producto 2e 
obteniendose el compuesto 2n. 

15 El compuesto 2o se obtiene por oxidacion directa del acetato de diosgenina 
utilizando entre ( 20-40), (1-3 ) y (0.5-1) partes en volumen de acetona, anhidrido 
acetico y peroxido de hidrogeno al 35% respectivamente y acetato de sodio ers 
proporcion molar de (1-2) y seguidamente se realiza otra oxidacion con (1-3) partes 
en volumen del reactivo de Jones . 

20 

La saponification de 2o utilizando (10-20) parte en volumen de disolucion de 
hidroxido de potasio en etanol al 5% produce los compuestos 2p y 2q. 

El compuesto 2p se trata con cloruro de tosilo en proporcion molar de (1-3) y (2- 
25 5) partes en volumen de piridina seguido de la deshidrotosilaeion empleando una 
sal de litio en proporcion molar entre (9-15) y (8-15) respectivamente y (1-4) parte 
en volumen de dimetilformamida. La oxidacion del doble enlace se realiza de 
manera similar al compuesto 2n obteniendose el compuesto 2r. 

30 El compuesto 2r se acetila de forma convencional obteniendose el compuesto 2s. 

El esquema sintetico seguido para la obtencion de los productos fue: 
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Mediante la presente invention ha sido posible la obtencion de veinte nuevos 
. espirobrasinoesteroides con funciones oxigenadas en distintas posiciones del 
10 anillo A con diferente estereoquimica, los cuales mostraron actividad como 
reguladores del crecimiento vegetal. 
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El proceso sintetico empleado utiliza reactivos quimicos comunes y la mayoria 
de baja toxicidad. 

Los compuestos sintetizados permiten incrementar el crecimiento y desarrollo de 
5 las plantas, asi como sus rendimientos agn'colas. Ademas se utilizan como aditivo 
en la conservation postcosecha de las f lores 

Eiemplos de realizacidn. 
10 Ejemplo 1 

Seis gramos (14.5 mmol) del (25R)-5a-2-espirosten-6-ona 1, se disuelven en 
67 mL de acido acetico glacial. A continuacion se anaden 5.46 g (32.7 mmol) de 
acetato de plata. A esta mezcla se le adicionan 3.87 g (15.2 mmol) deyodo. 
15 Posteriormente se anaden 2.18 mL de la solution acuosa de acido acetico y la 
mezcla de reaction se caiienta. 

Al concluir la reaction se anade cloruro de sodio y se filtran las sales insolubles. 
El filtrado se vierte sobre agua con agitaci6n, se filtra a presion reducida y el 
20 solido se disuelve en acetato de etilo. 

A continuacion se seca, se filtra y el solvente se evapora. 

Rendimiento del crudo 6.63 g. 

25 

El crudo se purifico por cromatografia de columna. A continuacion se 
mencionan en lorden decreciente de Rf: 

-(25R)-2IS, 3fl-diacetoxi-5a-espirostan-6-ona (2a). 
Rendimiento : 0.79 g (1 .49 mmol, 10.2 %). 
30 Temperatura de fusidn : 198-199 °C. 

-(25R)-2p-hidroxi-3p-acetoxi-5a-espirostan-6-ona (2b). 
Rendimiento : 0.784 g (1.61 mmol, 11.03 %). 
Temperatura de fusion : 204-205 °C. 
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^25R)-23-acetoxi-3p-hidroxi-5a-espirostan-6-ona (2c). 



Rendimiento : 1.124 g (2.30 mmol, 15.83 %). 
Temperatura de fusion : 209-21 0 °C. 

5 

Tambien se obtuvieron 2.7 g de una mezcla irnpura de los dos compuestos mas 
polares. 

Ejempio 2. 

10 

Sfntesis de la (25R)-2p, 3p-dihidroxi-5a-espirostan-6-ona (2d). 

Un gramo de la mezcla de los compuestos 2a, 2b y 2c se disuelve en 78 mL de 
metanol, se le anaden 0.49 g de carbonato de potasio, reflujandose. Concluida la 
15 reaccion esta se trabaja de manera usual. 

Rendimiento del crudo : 700 mg. 

El crudo se purifico por cromatografia de columna. Obteniendose dos productos, 
20 siendo este el menos polar. 

Rendimiento: 0.5 g (1,12 mmol, 62.5 %). 

Temperatura de fusion: 224-225 °C 

Ejempio 3. 

Sintesis de la (25R)-23,3p-dihidroxi-5p-espirostan- 6-ona (2e). 



25 



Se afsla como producto mas polar de la columna referida en el ejempio de 
realizacion 2. * 

Rendimiento: 0.1 g (0.18 mmol, 11.8%). 



30 



10 



WO 97/13780 

Temperatura de fusion: 193 -195 °C. 



PCT/CU96/0O002 



Los compuestos referidos en la presente invencion pueden ser utilizados como 
principios activos de una formulacion que presenta propiedades como reguladpr del . 
5 crecimiento vegetal y como aditivo para la conservation postcosecha de flores. 

Como reguladores del crecimiento de las plantas los compuestos de la presente 
invencion pueden prepararse como formulacion liquida o en una solucion acuosa, 
mezclando el ingrediente activo con uno o varios tipos de agentes liquidos entre 

10 ellos solventes organicos convencionales tales como alcohol etilico (500-1000 mL) y 
dimetilformamida (20-60g), entre otros. Aplicandose como solido, como formulacion 
liquida, etc, mezclado con losfertilizantes, pesticidas herbicidas, etc. 

En la preparation de la formulacion puede adicionarse un agente de superficie 
activo como por ejemplo, Tween-20 (0.05-0.1%) para mejorar su dispersabilidad al 

15 preparar a parti r de una formulacion liquida concentrada una solucion acuosa para 
su aplicacion a la planta. Esta formulacion resulta estable a temperatures menores 
de 35° C por penodps hasta un ano. 

Los compuestos referidos en la presente invencion pueden aplicarse en 
20 concentraciones de 'lO 4 a 10 ppm y en dosis dentro del rango de 0,1 a 1000 mg/ 
Ha, dependiendo del cultivo, el estado vegetativo de la planta y las condiciones 
edafoclimaticas, entre otros. 

A los productos sintetizados se les determino su propiedad de reguladores del 
25 crecimiento vegetal mediante los bioensayos de: 

1. Crecimiento del hipocotilo y expansion de los cotiledones del rabano. 

2. Retencion de la degradacion de los pigmentos fotosinteticos en hojas de trigo. 

30 En el primer bioensayo se emplearon soluciones con una concentracion del 
principio activo entre 0.01-10 ppm, obteniendose un incremento de la longitud del 
hipocotilo entre 1,1± 0.22 cm, asi como un incremento en el peso de los cotiledones. 
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Ademas fue corroborada la bioactividad de los mismos mediante pruebas en 
campo hasta 1 Ha con diferentes cultivos, como por ejemplo: 



CULTIVO 


CONCENTRACION 


INCREMENTO 
DEL REND. 


Cebolla 


0.1-1 ppm 


21-40% 


Aft 


0.5-1 ppm 


8-50% 


Ajo 


0.1-0.5 ppm 


2-15% 


Papa 


0.1-10 ppm 


18-25% 


Mai'z 


0.1-0.5 ppm 


10-47% 


Soya 


0.1-1 ppm 


9-34% 


Sorgo 


0.1-1 ppm 


Aproxim. 15% 


Arroz 


0.1-1 ppm 


12% 


Tomate 


0.1-1 ppm 


6-11% 



Ventajas de la solucion tecnica propuesta: 

*»**"" 

• Se ha logrado la obtencion de veinte nuevos espirobrasinoesteroides con 
funciones oxigenadas en distintas posiciones del anillo A con diferente 
estereoquimica que presentaron actividad como reguladores del crecimiento 
vegetal. 

• El proceso sintetico empteado utiliza reactivos quimicos comunes y la mayoria 
de baja toxicidad. 

• Los compuestos sintetizados permiten incrementar el crecimiento y desarrollo 
de las plantas, asi como sus rendimientos agricolas. Ademas se utilizan como 
aditivo en la conservacibn postcosecha de las flores 
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REIVINDICACIONES 



1 . Espirostanonas con funciones oxigenadas en el anillo A, como reguladores del 
crecimiento y su procedimiento de obtencion, caracterizadas por la formula general 

(2): 
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Compuesto 


R1 


R 2 


R 3 


2o 
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CH3COO p 


HO a 
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HOP 


HO a 


2q 
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HOP 


HOp 


2r 


HO a 


HO a 


HO a 


2r 


CH3COO a 


CH3COO a 


HO a 



2. Procedimiento para la sintesis de derivados de espirobrasinoesteroides segun la 
revindication No, 1 caracterizado porqiie dichos compuestos se obtienen a partir de 
sapogeninas esteroidales mediante las siguientes reacciones quimicas: 

5 a- Reaction de cis-hidroxilacion 0 al compuesto (25R)-5a-2-espirosten-6-ona (1), 
utilizando entre (10 -15) partes en volumen de acido acetico seguido de acetato de 
plata, yodo y solution acuosa de acido acetico en proporciones molares de (2 - 2,5) 
, (1 - 1,2), y (0,14 - 0,16), obteniendose los productos 2a, 2b y 2c. 

10 b- La saponification de 2a, 2b y 2c, con carbonato de potasio o hidroxido de 
potasio (en proportion molar de 1,8-2,2) en metanol producen 2d y 2e: Al 
compuesto 2e se le realiza una reaction de acetilacion y se forma 2f. 

c- Reacci6n de epoxidacion del compuesto (25R)-5a-2-espirosten-6-ona (1) 
15 utilizando entre (8-12) partes en volumen de cloroformo y acido MCPB en 
proportion molar de (2-2.5), el epoxido sintetizado se abre empieando entre (18-22) 
partes en volumen de acido acetico, obteniendose los compuesto 2g y 2h 

d- La saponification de una mezcla de los compuestos 2g y 2h con carbonato de 
20 potasio o hidroxido de potasio en proportion molar de (1 .8-1 .2) en metanol, produce 
los compuestos 2i y 2j El compuesto 2k se obtiene mediante una acetilacion del 
compuesto 2j, empieando anh. acetico y piridina a partes iguales. 

e- El compuesto 21 se obtiene por una oxidation directa del doble enlace del 
25 diacetato de yucagenina, utilizando (6-7) partes en volumen de tetrahidrofurano y 
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solution de borano en1,4-oxatiano en proportion molar de (2-2.5), seguido de 
disolucion de NaOH 2 N, utilizando (1.5-2.5) partes en volumen y (6.5-7) partes en 
volumen de H 2 0 2 y seguidamente se le realiza una oxidation con (3-5) partes en 
volumen del reactivo de Jones . 

5 

f- El compuesto 21 se saponifica de manera similar a los compuestos 2g y 2h, 
obteniendose el compuesto 2m. 

g- Reaction de cis hidroxilacion a al compuesto al (25R)-5a-2-espir;osten-6-ona (1), 
10 utilizando tetrahidrofurano y H 2 0 entre (10-30) y (1-5) partes en volumen 
respectivamente seguido de la adicion de tetroxido de osmio y N-6xido de N-metil 
morfolina en proporciones molares (0.056-0.168) y (2.8-7) obteniendose el producto 
2n. El compuesto 2n se esterifica de forma similar a la realizada con el producto 2e 
obteniendose el compuesto 2n. 

15 

h- El compuesto 2o se obtiene por oxidation directa del acetato de diosgenina 
utilizando entre ( 20-40), (1-3 ) y (0.5-1) partes en volumen de acetona, anhidrido 
acetico y peroxido de hidrdgeno al 35% respectivamente y acetato de sodio en 
proportion molar de (1-2) y seguidamente se realiza otra oxidation con (1-3) partes 
20 en volumen del reactivo de Jones . 

i- La saponification de 2o utilizando (10-20) parte en volumen de disolucion de 
hidroxido de potasio en etanol al 5% produce los compuestos 2p y 2q. 

25 j- Reaction de tosilacion al compuesto 2p con cloruro de tosilo en proporcion molar 
de (1-3) y (2-5) partes en volumen de piridina seguido de la deshidrotosilacion 
empleando una sal de litio en proporcion molar entre (9-15) y (8-15) 
respectivamente y (1-4) parte en volumen de dimetilformamida. La oxidation del 
doble enlace se realiza de manera similar al compuesto 2n obteniendose el 

30 compuesto 2r. 



k- Reaction de acetiiacion del compuesto 2r de manera similar a lo planteado en el 
apartado a) de la reinvindicacibn Numero 2 para dar lugar al producto 2s, 
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3. Espirostanonas obtenidas segiin las reivindicaciones 1 y 2 caracterizadas 
porque son utilizadas como reguladores del crecimiento vegetal. 

4. Analogos espirostanicos de brasinoesteroides segun las reivindicaciones de la 
1 a la 3 caracterizados porque son utilizados como reguladores del crecimiento 

5 vegetal y como preservantes en flores. 

5. Formulacion que contiene las espirostanonas o los analogos espirostanicos de 
brasinoesteroides de las reivindicaciones de la 1 a la 4 caracterizada por ser una 
formulacion acuosa que contiene entre 10 4 - 100 ppm del principio activo y que 
puede ser aplicada sola o mezclada con herbicidas, pesticidas, fertilizantes, etc, que 

io sean solubles en agua. 

6. Uso de las espirostanonas o los analogos espirostanicos be brasinoesteroides 
de las reivindicaciones de anteriores como reguladores del crecimiento vegetal y 
como preservante en flores 

15 
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